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ラビリンチュラ類は海洋に普遍的に存在する従属栄養性の菌様原生生物
である（Moss 1986; Frank et al. 1994; Bremer 1995; Sathe-Pathak et al. 1993; 



























Schnetter 1999; Nakatsuji & Bell 1980; Preston & King 2005）。アクチンは真核生物
での仮足伸長に一般的な細胞骨格因子である（DeMali & Burridge 2003; Revenu et 
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究で扱っている S. aggregatum においては，セルラーゼの活性が高いことが示さ























けられる生物群である（Adl et al. 2012; Patterson 1989）。ストラメノパイル生物
群は，独立栄養性の珪藻類や，褐藻類だけでなく，混合栄養性，細菌捕食性，
寄生性など多様な栄養様式を持つ生物群を含む大きなグループとして認識され
ている（Andersen et al. 1993; Ben Ali et al. 2002; Daugbjerg & Andersen 1997; 
Riisberg et al. 2009; Van de Peer et al. 1996）。形態と分子系統の解析から，独立栄
養性のストラメノパイル生物群の根元に位置する祖先的生物群には，従属栄養
性の生物群が位置している（Ben Ali et al. 2002; Daugbjerg & Andersen 1997; 
Riisberg et al. 2009; Riisberg et al. 2009; Leipe et al. 1996; Massana et al. 2004）。スト
ラメノパイル生物群には以下の 7 つの主要な従属栄養性のクレードが存在して
いる。（1）ビコソエカ類（バクテリア捕食性） （Karpov et al. 2001）, （2）プ
ラシディア類 （バクテリア捕食性） （Moriya et al. 2002）, （3）ラビリンチュ
ラ類（浸透栄養性） （Honda et al. 1999; Tsui et al. 2009）, （4）ブラストシステ
ィス類（動物寄生性）（Arisue et al. 2002; Silberman et al. 1996），（5）オパリナ
類 （opalinids & proteromonads, 両生類とは虫類に寄生）（6）ディベロパイエラ 
（細菌捕食性） （Leipe et al. 1996; Tong 1995）（7）卵菌とサカゲツボカビ類（Dick 
2001; Riisberg et al. 2009）である。このように，ストラメノパイルには多様な生
2．背景	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物群が属するが，鞭毛装置構造には基本的に共通性がみられる。鞭毛装置構造
とは，鞭毛，基底小体その周辺の構造を含む細胞骨格として機能する構造であ






& Leander 2013; Moestrup 2000; Andersen 1991; Melkonian 1980, 1982）。ス
トラメノパイル生物群では，前鞭毛基底小体（B2）から細胞表面を走行するリ
ブを持つ R3と，その反対側に位置する R4，後ろ鞭毛基底小体（B1）から走行
する R1と R2の 4つの微小管性の鞭毛根が基本となっており，細菌捕食性の生
物群では，R2は細胞後方で 2叉に分かれ，腹側の細胞口を構成する（Yubuki & 
Leander 2013; Andersen 1991）。ラビリンチュラ類でも， Barr & Allan （1985） 
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海洋や汽水域に生息するラビリンチュラ類は，伝統的には狭義のラビリン





ロソームから仮足状の外質ネット（ectoplasmic nets, trackway, slimeway）を展開
するといった類似性から，同じ生物群に分類されるようになった（Fig. 1, Moss 





ては，少なくとも4つに分かれることが示唆されている（e.g.; Yokoyama et al. 
2007; Tsui et al. 2009）。さらに，近年になって遊走細胞やボスロソームを持たず，
陸生や淡水生の広義のディプロフリス類もラビリンチュラ類として認識される
ようになってきている（Anderson & Cavarier-Smith 2012; Gomaa et al. 2013; 









ラビリンチュラ類での最初の微細構造の観察は， Goldstein et al. （1964）に
よって Thraustochytrium aureum に対して行われた。その後，分類学的な興味か
ら，1970年代，80年代を中心に様々な属で，微細構造の観察が進められてきた
（Alderman et al. 1974; Harrison & Jones 1974a, b, c, Azevedo & Corral 1997; Barr & 
Allan 1985; Bower et al. 1989; Bower 1987; Chamberlain & Moss 1988; Darley et al. 
1973; Jones & O’Dor 1983; Jones & Alderman 1971; Kazama 1972a, b; 1973; 1974a, b 
1975; McLean & Porter 1982; Moss 1980, 1985, 1986; Perkins & Amon 1969; Perkins 






細胞では，前鞭毛に管状小毛が観察されており，Barr & Allan （1985） が観察
した T. aureum の鞭毛装置構造では，4つの鞭毛根（R1-R4）が存在し，R3 の
微小管が二叉に分かれている。また，Perkins & Amon （1969） は，ラビリンチ
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ンチュラ科での有性生殖の可能性を示唆している。また，ラビリンチュラ科の




al. 1973; Moss 1985）。細胞壁は硫酸多糖と主に，ガラクトース，またはフコース，
そしてタンパク質からなる（Chamberlain 1980; Bahnweg & Jäckle 1986）。
Aplanochytrium 属では，走査型電子顕微鏡で観察すると，規則性の高い六角形
の細胞表面の壁構造が観察出来る（Leander et al. 2004）。一方で，細胞壁の厚さ








和脂肪酸（PUFA）が含まれていることから注目され（e.g.; Ellenbogen et al. 1969; 
Bajpai et al. 1991; Bowles et al. 1999; Singh & Ward 1997），その産業的な価値から，
1990 年代から多数の論文や特許が公開されるようになった。そうした流れに伴
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主成分は異なると報告されている（吉田 2016）。ラビリンチュラ類では，ゲノ
ム情報が公開されており，遺伝子操作も可能になっている（Sakaguchi et al. 2012; 
Cheng et al. 2012）。こうした背景から，ラビリンチュラ類の微細構造学的研究も
より実利的な用途に合わせた観察にシフトしていくことが想像される。また，
こうした油滴を作り出す元になる環境からのラビリンチュラ類の栄養摂取機構
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の接続部位に存在するオルガネラを観察している。この報告が，ボスロソーム



















（Porter 1969; Perkins 1972）。一方で，ヤブレツボカビ科の外質ネットは，
Thraustophytrium motivum のように，1 つのボスロソームから，複数の電子密度
2．背景	 
 
   11 
の高い構造があるか，あるいは，Japonochytrium sp. や Schizochytrium aggregatum
のように，1つのボスロソームに 1つの電子密度の高い構造があるかのいずれか
である（Perkins 1972）。ボスロソームは状況が変わっても一定の形態を示すこと


















割を持つと考えられている（Raghukumar et al. 1994; Bremer 1995; Bremer & Talbot 
2．背景	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ーブの葉などの死んだ有機物から分離される（Raghukumar 1994; Leaño et al. 
2001; Fan et al. 2002）。また，ヤブレツボカビ科の細胞は大型藻類と培養すると，
個体数が藻体の老化と腐敗後に増加するが，健常期では増加しないことから，
ほとんどのヤブレツボカビ科では，腐朽性であると考えられている（Raghukumar 
et al. 1992）。また，Renn et al.（1935）の報告で，アメリカやヨーロッパの北大
西洋沿岸に繁茂していたアマモ（Zostera marina）の感染病による死滅の原因が，
ラビリンチュラ科によるものと報告されてから，疫学的な関心からも注目され
るようになった（Young 1943; Pokorny 1967）。ラビリンチュラ類の病原性に関す
る報告は度々されており，QPX での二枚貝への寄生は，甚大な被害をもたらし
ており，Aplanochytrium haliotidis では，アワビへの寄生が報告されている（Bower 
1987）。 
ラビリンチュラ類は世界各地でその存在が確認され，長年，海洋生態系での



















外質ネットが寄生主体内に侵入している様子が観察されている（Bower et al. 
1989）。さらに，Coleman & Vestal （1987） は，細胞膜を通過し，細胞内に局



























一方向の様式で広がっていくが（Young 1943），逆向きにも動く（Watson & Raper 
1957）。同時に，細胞は細胞の向きが 180°回転しても，元の方向に滑り続けてい
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に浮遊しているようにみえ，Preston と King （1996）らはこの経路を，














の外質ネットの膜とおそらく関連していると考えられている（Dietz & Schnetter 
1999; Nakatsuji & Bell 1980; Preston & King 2005）。 
ラビリンチュラ類の外質ネットでのミオシンの発現は，それぞれ異なる抗
ミオシン抗体を用いたいくつかの報告がある。Pan-myosin抗体を用いた Dietz ＆ 
Schnetter（1999）は，内部マトリックス膜を含む，紡錘形細胞の皮質においてミ
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ミオシン抗体での，外質ネットの染色を報告している。Preston & King（2005）






































けられる褐藻や卵菌類と同じストラメノパイル生物群に属している（Leipe et al. 
1994; Adl et al. 2012; Patterson 1989）。分子系統樹上では根元に位置し，捕食性の
ビコソエカ類などと同様に祖先的ストラメノパイル生物群として認識されてい
る（Riisberg et al. 2009; Leipe et al. 1996; Massana et al. 2004）。ラビリンチュラ類
は，ラビリンチュラ科とヤブレツボカビ科といった形態も運動性も異なる 2 つ
の科から構成され，系統樹上で独立した単系統を形成し（e.g.; Honda et al. 1999），
ボスロソームと呼ばれるユニークな共有派生形質を持つ（Moss 1985; Porter 1969, 
1972, 1990; Perkins 1972, 1973a）。 
ボスロソームは透過型電子顕微鏡で観察すると，細胞表面の原形質膜の陥
入した領域に位置し，その構造は電子密度の高い構造（以下 the electron-dense 
material of the bothrosome [EDMB]と略）と，小胞体が繋がった複雑な膜構造の複
合体として観察される（Moss 1985 ; Porter 1969, 1972; Perkins 1972, 1973a）。ボス
ロソームから展開される仮足状の外質ネットには，ミトコンドリアやリボソー
ムといったオルガネラが全く観察されず，膜の陥入が観察されるのみである
（Moss 1985; Porter 1972; Perkins 1973）。このようにラビリンチュラ類が発達さ
せる外質ネット・ボスロソームシステムは，アメーバなどの他の生物で見られ
る仮足とその形態は大きく異なっている（e.g.; Hardham 2007; Kazama 1972c; 
Page 1987; Cavalier-Smith & Karpov 2012）。ラビリンチュラ類は外質ネットを伸長
3．ボスロソームの形成過程の観察	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させて基質や宿主細胞に付着し（Perkins 1973a; Bower et al. 1989; Porter 1972），
外質ネットから分解酵素を分泌することが示唆されている（Coleman & Vestal 
1987; Leaño & Damare 2012; Moss 1986; Bongiorni et al. 2005; Bremer & Talbot 







藻類の Ectocarpus（Baker & Evans 1973）や，緑藻類では，Ulva（Callow & Callow 







来る系統のマーカーとして使われてきた（Andersen 1991; Yubuki & Leander 2013; 
Moestrup 1982）。一方で，真核生物の細胞内における重要な機能に関与しており，
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透過型電子顕微鏡観察によって決定し，同様の配置に他の生物で，ボスロソー
ムと相同となるオルガネラがないかを探索しようと考えた。ラビリンチュラ類











（Dietz & Schnetter 1999; Nakatsuji & Bell 1980; Preston & King 2005）。真核生物で
の仮足に代表される細胞膜の突起が起こるメカニズムにおいては，細胞骨格で
あるアクチン繊維が重要な役割を果たしていることは一般的に知られている
（DeMali & Burridge 2003; Revenu et al. 2004; Small et al. 2002）。本研究で用いた，
ヤブレツボカビ科の Schizochytrium aggregatum では，栄養細胞の細胞体は外質
ネットに包まれておらず，球形で外質ネットによる運動は見られないが（Moss 


























コレクション（Manassas, VA, USA）より購入し，25℃で 0.05％酵母エキス，0.1％
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3.2.4	 カヤモノリ Scytosiphon	 lomentariaの試料の回収	 
 








光学顕微鏡観察には，微分干渉顕微鏡（BX60; Olympus, Tokyo, Japan）を用





ルデヒド，0.1％スクロースを 0.1 Mのカコジル酸バッファーで，1.5時間 25℃下
で固定した。数回カコジル酸バッファーで洗浄した後，サンプルを 0.1 Mのカコ
ジル酸バッファーに溶かした 1% OsO4 で後固定した。その後，カコジル酸バッ
ファーで数回洗浄し，エタノールシリーズで脱水を行った。プロピレンオキシ
ドを介して Quetol 651樹脂に包埋し，60℃，24時間で重合させた。超薄切片は，
ミクロトーム（Leica Ultracut R; Leica, Wien, Austria）を用い，ダイヤモンドナイ
3．ボスロソームの形成過程の観察	 
 








NaClを PHEM buffer （60 mM PIPES, 25 mM HEPES, 10 mM EGTA, 2 mM MgCI2 
pH 7.4）に溶かした固定液で，氷上で 30分間固定した。PBSで 5分間 3回振盪
洗浄を行った。その後，着生過程の細胞は，ポリ-L-リジンでコートされたカバ
ーガラスに接着させた。5% Triton X-100に液交換し，30分間振盪処理を行った。
PBSで 5分間 3回振盪洗浄を行った。0.1% NaBH4 に液交換し，20分間振盪処
理を行った。PBS で 5 分間 3 回振盪洗浄を行った。カバーガラス上の水分を拭
き取り，モイストチャンバーのろ紙上においた。2.5% スキムミルク，5% ヤギ
血清，0.05% NaN3を PBSに溶かしたブロッキング液で，37℃，30分間インキュ
ベートした。サンプルは抗アクチンモノクローナル抗体（C4; MP Biomedicals, 
Solon, OH, USA; PBSで 500倍希釈）か，ポリクローナル抗セントリン抗体（本
村博士から分譲; PBSで 500倍希釈）で 37℃，60分でインキュベートした。PBS
で洗浄した後，細胞は，FITC で標識された抗マウス IgG 抗体（Santa Cruz 
Biotechnology, Dallas, Texas, USA; PBSで 500倍希釈） ，または，Alexa Flouor 594 
で標識された抗ラビット IgG抗体（Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA; 
PBSで 50倍希釈）で 60分 37℃でインキュベートした。PBSで洗浄し，細胞は
3．ボスロソームの形成過程の観察	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0.5 mg mL-1 の DAPIで 10分間染色し，さらに PBSでリンスした。最終的に 0.2% 
p-フェニレンジアミンを含む Mowiol 4-88 でマウントした。サンプルは，
AxioVision software （Carl Zeiss）のソフトウェアでコントロールした AxioCam 




S. aggregatum の細胞は遠心分離（20,630 × g，5分，4°C）で回収し，ペレ
ットにした。2% SDS，50 mM トリスバッファー（pH 6.8）6% メルカプトエタ
ノール，10% グリセロール，0.0025% BPB を含むサンプルバッファーを適量加
え，ピペッティング，ボルテックスなどで細胞を完全に懸濁した後に，5分間ボ
イルした。S. aggregatumと S. lomentariaのタンパク質は，15%に調整したポリア
クリルゲルで電気泳動することにより分画し，PVDF膜に転写した。全タンパク
質のレーンはコマジーブリリアンドブルーR-250で染色した。抗体反応をする残
りのレーンはメタノールを介して，0.05% Tween 20 を含むトリスバッファー
（TBS-T）に置き換えて，1%BSA を TBS-T に溶かしたブロッキング液で 30 分
間インキュベートした。膜は TBS-Tで 500倍希釈した抗アクチン抗体，または
ブロッキング液で 500倍希釈した抗セントリン抗体で 37℃，60分間インキュベ
ートした。TBS-Tで洗浄した後に，抗マウス IgGか，抗ラビット IgG （両方と
も Promega, Madison, WI, USA; TBS-Tで 500倍希釈）で 37℃，60分インキュベ









メッシュにマウントした超薄切片を 0.5 M Tris buffer （pH 9.0）中で 95℃，2 時
間加熱した。0.1% Tween 20 と 1% BSA を TBSに溶かしたブロッキングで 30
分室温でインキュベートした。その後，切片を抗アクチン抗体（PBSで 20倍希
釈）で 4℃で一晩インキュベートした。その後，0.4 M塩化ナトリウムを添加し
た 10 mMトリスバッファー（pH 7.4）の洗浄液で洗浄し，金標識した抗マウス
























鞭毛装置構造は鞭毛基部から走行する 4つの微小管から構成され（R1-4 in 
Fig. 4A, B; Fig. 5），T. aureumの鞭毛装置構造と基本的に一致していた（Barr & 
Allan 1985）。鞭毛基部は腹側から観察すると 30℃の角度で配置しており，後ろ
鞭毛基底小体の前端部は，前鞭毛基底小体の後端部から 3 分の 2 の部位に近接
していた（Fig. 4A, B）。2つの微小管性の鞭毛根，R3 と R4は前鞭毛基底小体か
ら生じ前方へ走行していた（Fig. 4A-D）。鞭毛根 R1 と R2 は後ろ鞭毛基底小体
3．ボスロソームの形成過程の観察	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から生じていた（Fig. 4A-E）。R3は 3本の微小管（Fig. 4F）とリブ（arrowhead in 
Fig. 4B, G）から構成され，細胞を取り巻くように前方から左方向へと走行して
いた（Fig. 4A, B）。R4は R3 の反対側に位置し，1本の微小管から構成されて
いた（Fig. 4G）。2本の微小管から構成されている R1は後ろ鞭毛基底小体の R2
と反対側に位置しており，細胞後方に走行していた（Fig. 4C-E）。R2は，7本の
微小管から構成され，微小管の横断面をみると，基部で 7 本の微小管が樋状に
配置し（no. 1-7 in Fig. 4H），細胞後方にいくにつれて，5＋2本（no.1-5 and no.6, 
7）に分かれた微小管が L字の配置をとり（no. 1-5 and no. 6, 7 in Fig. 4I），no. 5
の微小管が消失し，no. 6と no. 7の微小管が腹側に移動することで（Fig. 4E），
R2は 2又に分かれて細胞後方へと弧を描くように走行していた（Fig. 4B, J, K）。









していった（Fig. 6C）。4） 鞭毛も外質ネットもない丸い細胞が観察された（Fig. 








形態（以下二重膜構造, Fig. 7E-G, white arrowheads in Fig. 7C, D），さらに，カッ
プ状の形態を示す小胞が観察された（Fig. 7H; white double arrowheads in Fig. 7C）。
これら小胞は，トランスゴルジネットワークと細胞膜の間に観察された（Fig. 7C, 
D）。多数の小胞が細胞の前方の腹側細胞膜外に観察された（black arrowheads in 
Fig. 7B, D）。遊走細胞時には背側にのみ観察されたパラヌクリアーボディは基底
小体の近くにも出現した（Fig. 7B, I）。 
鞭毛喪失後の形態の丸い細胞では，核，基底小体，鞭毛根，ゴルジ体など
のオルガネラの配置は変わっていた（Fig. 8A, C, E）。核と付随する鞭毛装置は細
胞表面から離れ，細胞の内部に観察された（Fig. 8E）。高度に組織化された鞭毛
装置はもはや観察されず，R2 と R3 の短い鞭毛根が鞭毛基部に残っているのみ
であった。新しいゴルジ体が出現し，2つのゴルジ体は核のそばに配置していた
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S. aggregatum と S. lomentariaでのWestern blot の結果から，アクチンと一
致する 42 kDa の単一のバンド（Fig. 9B）， セントリンと一致する 19 kDa の単
一のバンドが検出され（Fig. 9 D, F），それぞれの抗体が特異的に標的タンパク質
に結合していると考えられた。 
そこで，細胞内でのアクチンの局在を免疫蛍光顕微鏡で観察した（Fig. 10）。
アクチンは栄養細胞の発達した外質ネット（arrows in Fig. 10F, H）と細胞体には
観察されたが（arrowheads in Fig. 10F），鞭毛を保持する初期の着生過程の細胞に
おいては観察されなかった（Fig. 10A, B）。遊走細胞が着生し，丸くなっていく
ステージで，アクチンはスポットとなって出現し（arrowheads in Fig. 10D），ス
ポットの配置は，基底小体のすぐ側であった。さらにスポットからは外質ネッ





EDMB（arrowhead in Fig. 11）と周辺のリボソームがない領域には観察されなか
3．ボスロソームの形成過程の観察	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った（Fig. 11B）。また，非特異的領域であるミトコンドリアおよび，基底小体
にはほとんど金粒子は観察されなかった（Fig. 11A）。ネガティブコントロール

















と分泌される様子が観察されている（Evans & Christie 1970; Baker & Evan 1973; 




能にする（Callow & Callow 2006; Hardham 2007; Sing & Bartnicki-Garcia 1975; 
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る（e.g.; Small 2002）。卵菌 Aphanomyces cochioidesでは，着生過程において，付










は観察されなかった。ボスロソームの電子密度の高い構造（EDMB: The electron 
dense material of the bothrosome）では，高度に凝集された小胞体膜と生体膜が近
接して存在している（Moss 1985 ; Porter 1969, 1972; Perkins 1972, 1973a）。小胞体
膜と生体膜の結合は生物学において一般的な現象である。また，その際には，
膜をアンカーするタンパク質が存在し，近接した膜の配置を維持していること
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体膜・小胞体膜の結合（ER–PM connections）の生物学的意味としては，Ca2+の
交換や，膜の供給をするための脂質の輸送が積極的に研究されている（Stefan et 








性のみが強調されてきた（Preston & King 2005; Dietz & Schnetter 1999; Nakatsuji 
& Bell 1980）。しかし，本研究で観察を行った S. aggregatum は外質ネットによ
る運動性を持たない（Leander et al. 2004）。外質ネットからは，分解酵素の分泌
















や汽水域で出現し（Ueda et al. 2015; Naganuma et al. 1998; Kimura et al. 1999），生
きている藻類，海洋のデトライタス，植物プランクトン凝集体，水柱，無脊椎
動物および他の多くの基質でその存在が確認されている（Moss 1986; Frank et al. 





つと考えられている（Raghukumar et al. 1994; Bremer 1995; Bremer & Talbot 1995; 





る。 Bremer （ 1995）  と  Bremer & Talbot （ 1995）  は，基質として
carbo-xymethyl-cellulose （CMC） を用いてSchizochytrium aggregatum での細胞
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素は，仮足様形態であり，基質に付着する外質ネットから分泌されると考えら


















ている（Steinberg & Fucus 2004）。前章で特に詳しく説明したように，ラビリン


























ATCC28209 Schizochytrium aggregatum は American Type Culture Collection 










にカバーガラスを沈め，d-GPY 20 mlあるいは，50%人工海水マリンアート 20 ml
にクロレラを 0.4 g添加した培地中に遊走細胞を 500 µl入れた。1日培養を行い，
微分干渉顕微鏡で沈めたカバーガラス上に固着した細胞と展開された外質ネッ
トの観察を行った。微分干渉顕微鏡 （BX60; Olympus, Tokyo, Japan）を用い，
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上記の方法で放出させた遊走細胞を，50%人工海水マリンアートにクロレ
ラを添加した培地 1 mlを含む OGチャンバーに数滴入れて，倒立顕微鏡で 1分
間ごとに約 8時間にわたる撮影を行った。撮影には，微分干渉倒立顕微鏡（IX70; 





培養条件は，液体培地では 20 mlの d-GPY；d-GPY液体培地，CMC + 0.1%
栄養培地；［0.2% CMC （Nacalai Tesque, Inc., Kyoto, Japan），0.1% yeast extract，
0.1% polypepton を 50%人工海水マリンアートで溶かした］，ASW；50%人工海
水マリンアートでの培養を行った。基質を含む培地では，深底シャーレに 50%
人工海水マリンアートを 20 ml入れ，0.04 g の基質を加えた。基質は，ドライク




ーで粉砕した後に，95℃，2 時間で 2 回，滅菌したものを添加した。あるいは，
セロファン膜 ＋ 0.1%栄養培地；（4 cm2のセロファン膜を 4枚，0.1% yeast extract，
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れ，静置，室温，25℃で 5 日間，維持した。セルラーゼ活性測定においては，
CMC-agar （Bremer & Talbot 1995；Nagano et al. 2009；Fig. 14）を用いた。CMC-agar
は，0.1% CMC（carboxymethylcellulose sodium salt）, 1.5% agar, と 0.1 M sodium 
phosphate buffer （pH 6.0） を混合した。無菌のコルクボーラーを使い，7mmの





ない上澄みを 1 mlずつ取り，830 g で 10分間，遠心分離したあと，さらに上澄
みを 50 µl取り，CMC-agarプレートのウェルに入れた。28℃で 16時間維持し，
その後，プレートは CMCを染色する 0.1%コンゴレッド溶液で 30分間，室温で
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図を Fig. 15 に示す。d-GPY 20 ml，50%人工海水マリンアート 20 ml，50%人工
海水マリンアートを 20 mlにクロレラを 0.4 g添加した培地，d-GPY培地 20 ml
にクロレラを 0.4 g添加した培地で細胞を 1日間培養した。外質ネットを展開し
たカバーガラスを培養液中から取り出し，50%人工海水マリンアートで希釈した
20 µM の 2-NBDG を 1滴ずつのせて，乾燥しないようにモイストチャンバー内
で 2 h, 室温で維持した。サンプルは，AxioVision software （Carl Zeiss）のソフ





トを 20 mlにクロレラを 0.4 g添加した培地で培養を行い， 2%グルタールアル
デヒド，3%パラフォルムアルデヒド，3% NaClを PHEM buffer （60 mM PIPES, 
25 mM HEPES, 10 mM EGTA, 2 mM MgCI2 pH 7.4）に溶かした固定液と培養液を
1:1で混合し，カバーガラスごと氷上で 30分間固定した。 PBSで 5分間 3回振
盪洗浄を行った。5% Triton X-100に液交換し，30分間振盪処理を行った。PBS
で 5分間 3回振盪洗浄を行った。0.1% NaBH4 に液交換し，20分間振盪処理を
行った。PBS で 5 分間 3 回振盪洗浄を行った。カバーガラス上の水分を拭き取
り，モイストチャンバーのろ紙上においた。ファロイジン溶液（10 unit mL-1 in 
PBS），室温で 2時間染色した。その後，PBSで 3回洗浄した後，最終的に 0.2% 
p-フェニレンジアミンを含むMowiol 4-88 でマウントした。サンプルは，FV1200 
IX83共焦点顕微鏡（Olympus, Tokyo, Japan）で撮影した。 
4.	 異なる培養条件におけるセルラーゼ活性と外質ネットの形態変化	 
 





模式図を Fig. 16 に示す。50%人工海水マリンアートを 20 mlにクロレラを 0.4 g
添加した培地で培養を行い，カバーガラスごと 2.5 ％グルタールアルデヒド，
0.1 ％スクロースを 0.1 Mのカコジル酸バッファーで，1.5時間 25℃下で固定し
た。数回カコジル酸バッファーで洗浄した後，サンプルを 0.1 Mのカコジル酸バ
ッファーに溶かした 1% OsO4 で後固定した。その後，カコジル酸バッファーで
数回洗浄し，エタノールシリーズで脱水を行った。プロピレンオキシドを介し
て Spurr樹脂（Polyscience Inc., Warrington, England）に包埋し，70℃，24時間
で重合させた。重合した試料をドライヤーで加熱し，液体窒素で急冷すること
















（Nagano et al. 2011）の活性は他の培養条件において中間の値（平均値 2.3）を
示し，CMC+セロファン膜（2.4），あるいはセルロース源のない d-GPY培地（2.1）
























イクロレラでは，培養 1 日目から 3 日目の培養初期にセルラーゼ活性の高い上
昇を示し，全体を通してセルラーゼ活性は他の培養条件と比べて高い推移を示
していた。ワカメでは，培養 1 日目から 3 日目にかけてセルラーゼ活性の高い
上昇が見られたが，4日目，5日目では上昇はだんだんと見られなくなった。ア
マモも同様に培養 1 日目から活性が見られ，日を追うごとにセルラーゼ活性は
上昇していた。また，セロファン膜 + 0.1% 栄養培地，d-GPY 培地，ゴマを添
加したこれらの培地においては，セルラーゼの活性はいずれも同様の推移を示
した。いずれの培地においても，培養 2 日目からセルラーゼ活性が観測され，
活性は 2日目から 3日目と，4日目から 5日目にセルラーゼ活性の高い上昇が見
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トを展開した（Fig. 21A）。細い外質ネットが基質に付着する（white double 
arrowhead in Fig. 21B）と基質との付着部は太くなり，さらに細胞体側から外質
ネットはだんだんと太くなっていった （white double arrowhead in Fig. 21C）。基
質に付着した外質ネットから側方に分岐した外質ネットが観察された（black 
arrowhead in Fig. 21C）。分岐した外質ネットはさらに分岐を繰り返すが（black 
double arrowheads in Fig. 21D），その後，分岐は観察されなくなり 1本の外質ネ
ット（black arrowhead in Fig. 21E）となった。同時に始めに付着した外質ネット
（white double arrowhead in Fig. 21D）も観察されなくなった。基質に付着してい
ない放射状に展開された外質ネットは，最終的に退縮し，基質と付着した太い
外質ネットが観察された（black arrowhead in Fig. 21F）。 
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察された。また，溶媒が d-GPYである培養条件（d-GPY + クロレラ; Fig. 22C-D, 









（“net element” in Perkins 1973a）が観察された（Fig. 23）。細胞体に近接した基質
に付着していない外質ネットでは，多数の分岐した外質ネットが観察されたが，
外質ネット内部に目立つ構造は観察されなかった（Fig. 23A）。細胞体周辺には，
繊維状の構造が観察された（asterisk in Fig. 23A）。また，細胞体周辺の太い外質
ネット膜の外側（black arrowhead in Fig. 23A）には繊維状構造を生じる電子密度
の高い球状の構造が観察された（Fig. 23F）。また，細い外質ネットの内部には，
小胞の様な構造が観察されることがあった（black arrowhead in Fig. 23B）。そう
した枝分かれした外質ネットの間を埋めるように，網目状の目立たない曲線状
の外質ネットが観察され，そうした外質ネットには規則的に膨らみが観察され
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面では観察されていない（Moss 1985），周囲に多数の繊維状の構造（asterisk in Fig. 
23E）が観察された。また，ボスロソームから展開されてすぐの外質ネットの内
部には，膜の構造が観察された（Fig. 23 E）。 
外質ネットの基質との付着面付近では，外質ネットの細胞膜は隆起している
ような構造（white arrowhead in Fig. 23C）が観察された。外質ネットは基質に沿
って広がり，基質の内部に侵入していた（white double arrowhead in Fig. 23C）。
付着部の外質ネットの内部には，電子密度が低く，膜様構造（black arrowhead in 
Fig. 23C）や，繊維状構造（black double arrowhead in Fig. 23C）などが観察され，
外部と基質との間には，多数の繊維状構造（asterisk in Fig. 23C）が観察された。
基質と細胞体をつなぐ外質ネットでは，同様の繊維状構造が内部に存在する様
子が観察された（Fig. 23H, I, J）。この繊維状構造は，基質に近いほど，ネット内
部に少なく，ネット外部で多く観察された。繊維状構造が外部で発達している
外質ネットで，電子密度が高く，窓があるように見える構造（“fenestrated 

























































































造が観察された。この形態は，内部の膜構造の，“dense array of internal membrane”
として，Perkins（1973a）が T. motivum, L. algeriensis, L. minuta （現在の分類体



















かれた R2 が観察され，この形態は Barr & Allan （1985）によって報告された
Thraustochytrium aureumの鞭毛装置構造と基本的に一致していた。また，本研究
で細胞全体の鞭毛装置構造を決定したことで，R2の形態は S. aggaregatum では
微小管の本数が 7 本で細胞後方まで弧を描くように走行しているのに対して，
T. aureum での R2の微小管の本数は 6本であり鞭毛基部付近までしか走行して
いないなど，違いが観察された。S. aggregatum と T. aureum は，分子系統樹上
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が密接して配置しているといった特徴は，バクテリア捕食性のストラメノパイ
ル生物群に一般的に観察される特徴であった（Andersen & Wetherbee 1992; Honda 
et al. 1995; O’ Kelly & Patterson 1996; Karpov 2001; Moriya 2000,2002）。卵菌（e.g.; 
Barr & Allan 1985; Barr & Désaulniers 1989; Bortnick et al. 1985）や，オクロ植物
（e.g.; Andersen 1991; Motomura 1989; Inouye et al. 1992; Santos & Leedale 1991）と





あることから，（e.g.; Leipe et al. 1994; Riisberg et al. 2009）ラビリンチュラ類と捕
食性の生物群との関連性は十分に示唆されるものだと考えられた。 
 





はビコソエカ類の Acronema sippewissettensis （Teal et al. 1998），プラシディア類
の Placidia cafeteriopsis （Moriya et al. 2002） で報告されている。この配置とミ



















フィトレマ目）との関係性に言及する必要がある（Takahashi et al. 2014; Dystra & 




ラ類のグループで最も祖先的な位置に出現する（Anderson & Cavarier-Smith 2012; 
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間の支持は弱くはっきりとしたことが言えない（Anderson & Cavarier-Smith 2012; 































かった。菌類では，数日の内に栄養を添加した 1 Lあたりに培養液中で 20 gの
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能性が考えられるため（e.g.; Leaño & Damare 2012; Raghukumar 2002; Raghukumar 
et al. 1992），属ごとに異なる栄養源を感知する可能性が考えられる。個々のラビ
リンチュラ類の系統群で分解酵素の活性の高さが異なっていることからも






























ランスポーターが必要であると考えられる（Boles & Hollenberg 1997; Özcan & 
Johnston, 1999）。出芽酵母には，グルコースが豊富な環境で発現される低親和性
トランスポーターと，グルコースが制限された環境で発現される高親和性グル
コーストランスポーターの 2種類が存在する（Reifenberger et al. 1995; Özcan & 
































質を迅速に輸送することが出来ることが知られている（Rees et al. 1994; Cole et al. 
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与している PAC（precursor-accumulating）小胞が存在し，ゴルジ体をバイパスし
た輸送が知られている（Hara-Nishimura et al. 1998）。また，田中（1984）は白
癬菌 Arthroderma vanbreuseghemii の有性生殖過程において，細胞膜にある
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オートファジーの過程でみられるオートファゴソームは，二重膜の嚢がくびれ，
カップ状の形態をとることで，分解対象となる細胞質成分を包み込むが，そう





(Yanez-Mo et al. 2015)。細胞が放出するEVsの内でも，エキソソーム（exosome）
は，エンドソームネットワークから形成された多胞体（MVBs）が細胞膜と融合
することによって放出される 40~100 nmの小胞である（Harding et al. 1983；
Pan et al. 1985；Raposo ＆ Stoorvogel 2013；Yanez-Mo et al. 2015）。本研究




シグナルとしても用いられている（Yanez-Mo et al. 2015）。多くの寄生虫
（Plasmodium spp., Cryptosporidium spp., Toxoplasma spp., Babesia spp.な
ど）を含むアピコンプレクサ類では，宿主と寄生虫との間の細胞間連絡におけ
る EVsの関わりが注目されている。P. falciparum および P. vivax での研究か
ら，EVsが細胞間連絡として作用することが示されている（Regev-Rudzki et al. 
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ラビリンチュラ類のセルラーゼの分泌には，基質による差がみられ，興味
深いことに，藻類やアマモで顕著に高かった。CMC-コンゴレッド染色でセルラ
ーゼ活性を計測した Bremer （1995）と Bremer & Talbot （1995） の研究から，





あまりなく，それらはキシロースなどの糖類を多く含む（Mackie & Preston 1974）。 
緑藻類では，乾燥重量でセルロースの割合は 70%であるが，紅藻や，褐藻類の




ンがある（Kraan 2012; Raposo et al. 2015）。また，アマモは，低メチル化ペクチ













の産生能力の高さが注目されている（e.g.; Ellenbogen et al. 1969; Bajpai et al. 1991; 
Bowles et al. 1999; Singh & Ward 1997）。こうした応用面で，最も知名度の高い
ラビリンチュラ類である Aurantiochytrium 属は，細胞内に高度不飽和脂肪酸を高
濃度に蓄積する生物として有名になった。Yokoyama & Honda （2007）によって
命名されたこの属の特徴は，“外質ネットを発達させない” ことである。同時













環境によって棲み分けが起こっていることが示唆されている（Ueda et al. 2015）。
5.	 総合考察	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View from anterior side
!"#$%&'.!"#$%%&'%$()*.の着生過程の模式図。ボスロソームはボスロソームは前鞭毛基底小体の前方
に位置していた。&/.前鞭毛基底小体 0.(/.ゴルジ体 0.+/.ミトコンドリア；+,，マスチゴネマ小胞.)/.


































































































































































































































































































































































加した培地で !"#$%%&'%$()*#を生育し，微分干渉像（!）と "# アクチン（緑）の蛍光顕微鏡像（"）。
基質に付着する外質ネット（$%&'(!)**+$%(),）では，強い蛍光が観察された。
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：繊維様物質
：アクチン
基質
１）外質ネットを放射状に展開し , 基質を探索
２）外質ネットを介した基質への付着と認識
３）外質ネットの固着と肥大化
４）外質ネットからの分解酵素の分泌と栄養分の吸収
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!"#$%&'!外質ネットからの分解酵素分泌過程に関する仮説の模式図。"#：外質ネット，$%：内部の膜系，
&：小胞!
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!"#$%&'!外質ネットからの基質に対する分解酵素分泌機構の仮説の模式図。
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